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摘要 脂肪 酶 是 一 类 重要 的 工业 用 酶 ， 广 泛 应 用 于 诸多 工业 领域 。 与 游离 脂肪 酶 、 物 理 或 化 
学 国定 化 脂肪 酶 相 比 ， 全 细胞 脂肪 酶 具有 制备 简单 、 无 需 蛋白 质 提 取 纯 化 、 天 然 固定 化 、 稳 
定性 及 抗 北 性 更 好 、 制 备 及 设备 成 本 较 低 等 优点 ， 因 此 以 全 细胞 形式 利用 脂肪 酶 被 誉 为 是 最 
有 前 景 的 降低 生物 转化 成 本 的 方法 之 一 ， 关 于 全 细胞 脂肪 酶 的 研究 一 直 是 脂肪 酶 领域 的 执 
nn 
全 细胞 脂肪 酶 ， 并 对 其 未 来 研究 方向 做 出 展望 ， 以 期 为 后 续 研究 提供 有 益 参 考 。 

关键 词 。 全 细胞 脂肪 酶 ”研究 进展 ”述评 


脂肪 酶 (triacylglycerol acylhydrolases, EC 3.1.1.3) 是 一 类 重要 的 酯 解 酶 ， 广 泛 存在 于 
各 种 生物 中 ， 由 于 微生物 脂肪 酶 具有 资源 丰富 、 催 化 活性 多 样 、 遗 传 操作 简单 、 产 量 较 高 、 
不 随 季 节 波 动 的 稳定 供应 、 生 产 周 期 短 、 生 产 成 本 低 、 稳 定性 好 等 优点 ， 已 成 为 工业 用 脂肪 
酶 的 主要 来 源 ， 并 被 广泛 应 用 于 食品 、 饮 料 、 油 脂 、 洗 涤 剂 、 饲 料 、 纺 织 、 皮 革 、 新 型 材料 、 
精细 化 工 、 医 药 、 化 妆 品 、 造 纸 、 环 境 治理 、 生 物 能 源 等 工业 领域 14。 
脂肪 酶 催化 的 反应 具有 高 的 化 学 选择 性 、 区 域 选择 性 和 /或 立体 选择 性 ， 在 油水 界面 上 
能 催化 脂肪 酸 甘 油 酯 水 解 为 甘油 和 脂肪 酸 , 而 在 微 水 相 或 非 水 相 中 能 催化 多 种 化 学 反应 ， 如 
酯 化 反应 、 转 酯 反应 、 醇 解 反 应 、 氢 解 反应 、 酸 解 反应 等 57。 全 细胞 脂肪 酶 (whole-cell lipase ) 
相 比 游离 脂肪 酶 (free lipase) 具有 更 多 的 优势 : 无 需 繁琐 的 提取 纯化 过 程 ， 避 免 了 此 过 程 
中 酶 的 大 量 损失 及 所 需 的 设备 投资 和 运行 费用 ; 受到 细胞 的 保护 ,稳定 性 及 抗 逆 性 更 好 ; 
单 离心 、 清 洗 即 可 重复 利用 等 中。 由 于 天 然 固定 化 ， 全 细胞 脂肪 酶 克服 了 物理 或 化 学 固定 
化 脂肪 酶 的 许多 缺点 ， 如 复杂 的 固定 化 过 程 、 固 定 化 过 程 中 酶 活 和 /或 理化 性 质 的 损失 、 月 
肪 酶 与 载体 的 适 配 摸 索 、 较 高 的 制备 成 本 等 ("1。 因 此 ,以 全 细胞 形式 利用 脂肪 酶 是 降低 生 
物 转 化 成 本 最 有 前 景 的 方法 之 一 咏 帆 。 根 据 制 备 手 段 的 不 同 ， 全 细胞 脂肪 酶 可 分 为 野生 型 全 
细胞 脂肪 酶 和 基因 工程 全 细胞 脂肪 酶 ， 它 们 之 间 的 比较 见 表 1。 
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表 1 野生 型 全 细胞 脂肪 酶 和 基因 工程 全 细胞 脂肪 酶 的 比较 
Table 1 Comparisons of wild-type whole-cell lipases and genetic engineered whole-cell lipases 


Source Classification Characteristics 


[un 


野生 型 全 细胞 脂 。 从 自然 界 中 筛选 具有 丝 状 真菌 、 细 菌 和 放 线 菌 。 制备 简 六 


， 只 需 从 自然 界 中 筛选 即 
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DIS 全 细胞 脂肪 酶 活力 的 可 ; 来 源 较 丰富 ;表达 效率 普遍 较 


野生 型 菌株 低 、 反 应 类 型 较 少 、 反 应 活性 及 稳 
定性 较 差 
基因 工程 全 细胞 ”通过 基因 工程 手段 构 ” 胞 内 表达 型 和 表面 展示 型 “制备 复杂 ， 需 通过 繁 开 的 基因 工程 
脂肪 酶 建 胞 内 表达 或 表面 展 手段 构建 ; 可 根据 需求 选择 目的 基 
示 的 基因 工程 基 因 和 表达 宿主 ;， 表 达 宿 主 来 源 较 
少 ; 表达 效率 较 高 、 反 应 类 型 较 多 、 
反应 活性 及 稳定 性 较 好 


| 野生 型 全 细胞 脂肪 酶 


野生 型 全 细胞 脂肪 酶 是 最 简单 的 全 细胞 脂肪 酶 , 关键 在 于 菌株 筛选 。 该 类 菌株 拥有 胞 内 
脂肪 酶 (intracellular lipase) 或 细胞 结合 脂肪 酶 (cell-bound lipase) ， 能 以 全 细胞 形式 发 挥 
脂肪 酶 的 催化 功能 ， 主 要 包括 丝 状 真菌 、 细 菌 和 放 线 菌 。 
ll ŻRAR 

丝 状 真菌 是 野生 型 全 细胞 脂肪 酶 的 主要 来 源 , 其 菌 丝 体 作为 全 细胞 催化 剂 一 般 以 固定 化 
形式 应 用 于 生物 转化 中 。 大 多 数 情 况 下 ， 菌 丝 体 的 固定 化 是 在 发 酵 过 程 中 自动 完成 的 ， 其 方 
法 是 在 发 酵 培养 基 中 添加 合适 的 固体 颗粒 ， 比 如 聚氨酯 泡沫 材料 、 聚 葵 乙 烯 包装 材料 等 。 
1.1.1 WEE 

AREE (Rhizopus) 是 丝 状 真菌 中 野生 型 全 细胞 脂肪 酶 的 主要 来 源 ， 菌 丝 体 具有 全 细胞 
脂肪 酶 活力 的 类 群 主要 是 华 根 霉 CR. chinesis) 和 米 根 霉 (R. oryzae) 。 关 于 华 根 霉 的 研究 
主要 集中 在 徐 岩 课题 组 ， 该 课题 组 系统 研究 了 华 根 霉 全 细胞 脂肪 酶 的 酶 学 性 质 、 发 酵 条 件 优 
化 及 其 作为 催化 剂 在 生物 转化 中 的 应 用 [3-17。 
对 于 米 根 考 全 细胞 脂肪 酶 , 多 个 研究 小 组 利用 其 作为 催化 剂 制 备 生 物 柴油 , 取得 了 较 高 
的 生物 柴油 转化 率 。Tamalampudi 等 利用 固定 化 米 根 霉菌 丝 体 作为 全 细胞 脂肪 酶 制备 生物 柴 
i. 60 h 后 麻 疯 树 油 甲 酯 得 率 最 高 为 80%， 反 应 S 批 次 后 残余 酶 相对 酯 化 活力 仍 高 于 9096, 
而 Novozym 435 作为 催化 剂 反应 90 h 后 甲 酯 得 率 最 高 为 76%08。 王 飞 课 题 组 利用 固定 化 米 
根 霉菌 丝 体 催化 麻 疯 树 油 和 大 豆油 制备 生物 柴油 ， 麻 疯 树 油 甲 酯 得 率 最 高 为 82.29%， 重 复 
到 第 5 批 次 时 脂肪 酶 基本 失 活 ， 而 大 豆油 甲 酯 得 率 最 高 为 94%， 反 应 4 批 次 后 甲 酯 得 率 仍 
可 维持 在 82%fl%,20。 里 伟 等 利用 廉价 工业 级 全 脂 豆 粉 为 氮 源 在 最 优 条 件 下 培养 米 根 霉 ， 获 
得 的 固定 化 全 细胞 脂肪 酶 在 叔 丁 醇 体系 中 催化 大 豆油 制备 生物 柴油 ，24h 甲 酯 得 率 为 
68.5%PH。Hermansyah 等 利用 两 种 固定 化 载体 固定 米 根 霉 菌 丝 体 ， 以 它们 为 全 细胞 脂肪 酶 催 
化 京 饪 油 和 乙酸 甲 酯 的 酯 交换 反应 制备 生物 柴油 ， 脂 肪 酸 甲 酯 得 率 分 别 为 11%-12% 和 
22%-23%， 在 此 基础 上 进行 了 酯 交换 反应 的 动力 学 模型 研究 外 。Zhou 等 以 商品 化 皱 裙 假 丝 
FERE (Candida rugosa) 脂肪 酶 和 固定 化 米 根 霉 菌 丝 体 为 催化 剂 ， 采 用 两 步 法 工艺 催化 未 精 
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炼 麻 疯 树 油 制备 生物 柴油 ， 商 品 酶 催化 的 游离 脂肪 酸 得 率 最 高 为 90.3%， 固 定 化 酶 催化 的 脂 
肪 酸 甲 酯 得 率 最 高 为 88.6%， 反 应 6 批 次 后 产物 得 率 分 别 为 89% 和 79%P3。Bharathiraja 等 
比较 了 固定 化 纯 酶 和 固定 化 米 根 霉菌 丝 体 催化 餐饮 废 油 制备 生物 柴油 , 同时 比较 了 四 种 酰基 
受 体 对 生物 柴油 得 率 的 影响 ， 纯 酶 对 四 种 酰基 受 体 的 催化 效果 总 体 上 优 于 全 细胞 脂肪 酶 ， 甲 
醇 作 为 酰基 受 体 时 生物 柴油 得 率 最 高 ， 最 优 条 件 下 脂肪 酸 甲 酯 得 率 分 别 为 94% 和 8495041. 
1.1.2 ”曲霉 属 

曲霉 属 (Aspergillus) 是 野生 型 全 细胞 脂肪 酶 的 重要 来 源 ， 作 为 催化 剂 在 食品 、 生 物 能 
源 等 领域 具有 潜在 的 应 用 价值 。Omar 等 筛选 到 一 株 产 细胞 结合 脂肪 酶 的 黄 曲 霉 CA. flavus) , 
并 对 其 产 酶 条 件 和 酶 学 性 质 进行 了 研究 Cl。Yan 等 发 现 米 曲霉 CA. oryzae) 菌 丝 体 可 作为 全 
细胞 脂肪 酶 ， 对 一 系列 短 链 酸 和 醇 类 表现 出 高 酯 化 活力 ， 且 对 高 浓度 底 物 具有 强 耐 受 性 ， 反 
应 48h AKA BARA. BRAEMAR. CURRIER BRI Et 809409, Li 等 筛选 到 一 株 黑 


T Hi: CA. niger) 新 菌株 ， 其 菌 丝 体 作 为 全 细胞 脂肪 酶 在 甘油 解 反 应 中 具有 1,3- 选 择 性 ， 可 用 
iD T 13- 甘 油 二 酯 的 制备 27 3。Guldhe 等 利用 固定 化 黑 曲霉 菌 丝 体 作为 全 细胞 脂肪 酶 催化 微 
E 藻 油 制备 生物 柴油 ， 甲 醇 分 步 加 入 有 助 于 生物 柴油 转化 率 的 提高 ， 最 优 条 件 下 转化 率 达 到 
e 80.97%, 反 应 2 批 次 后 转化 率 没有 显著 性 下 降 29。.Rakchai 等 利用 固定 化 红 绥 曲霉 (4. nomius) 
oo 菌 丝 体 作 为 全 细胞 脂肪 酶 , 通过 两 步 反 应 催化 棕榈 油 制备 生物 柴油 , 棕榈 油 和 甲醇 的 第 一 步 
= 转 酯 化 反应 产生 的 脂肪 酸 甲 酯 最 高 得 率 为 78.23%， 转 酯 化 棕榈 油 和 甲醇 的 第 二 步 酯 化 反应 
= 进一步 使 脂肪 酸 甲 酯 得 率 最 高 提高 到 94.77%, 反应 10 批 次 后 转 酯 化 活力 和 酯 化 活力 分 别 为 
N 90.95% 和 100940301, 


1.1.3 ”其 他 丝 状 真菌 

Jacobsen 等 和 Druet 等 先后 发 现 白 地 霉 (Geotrichum candidum) MADS Æ (Penicillium 
cyclopium) 的 菌 丝 体 拥 有 细胞 结合 脂肪 酶 6 371, Yan 等 筛选 到 一 株 地 霉 属 CGeotrichum). Fi 
株 ， 其 菌 丝 体 作为 全 细胞 脂肪 酶 在 微 水 相 中 将 甲醇 和 油 酸 酯 化 为 油 酸 甲 酯 的 24 h 得 率 为 
94%, 8 批 次 后 残余 酶 相对 水 解 活力 为 70%、 油 酸 甲 酯 得 率 为 69%D3]。 
1.2 ”细菌 和 放 线 菌 

Yu 等 利用 洋葱 伯 克 霍 尔 德 菌 (Burkholderia cepacia) 作为 全 细胞 脂肪 酶 拆 分 DL- 乙 酸 薄 
荷 酯 ， 最 优 反应 条 件 下 工 - 薄 荷 醇 转化 率 为 50%、 光 学 纯度 为 96%B64。Shu 等 筛选 到 一 株 广 
谱 有 机 溶剂 耐 受 性 菌株 Burkholderia sp. ZYB002， 对 全 细胞 脂肪 酶 的 生产 培养 基 进 行 优化 后 
其 活力 提高 了 5.1 fü, 产生 的 全 细胞 脂肪 酶 具有 良好 的 高 温 稳定 性 和 有 机 溶剂 耐 受 性 [1。Zha 
等 发 现 防御 假 单 胞 菌 〈Pseudomonas protegens) Pf-5 拥有 胞 内 脂肪 酶 ， 可 作为 全 细胞 脂肪 酶 
使 用 ， 该 全 细胞 脂肪 酶 具有 优良 的 酶 学 性 质 59。 赖 学 能 等 将 6 株 脂 肪 酶 高 产 菌株 制备 成 全 
细胞 生物 催化 剂 , 并 从 中 得 选 出 2 株 具 有 催化 秦皮 甲 素 丙 酰 化 活力 的 菌株 , 铜绿 假 单 胞 菌 CP. 
aeruginosa) 和 施 氏 假 单 胞 苦 CP. stutzeri) ， 其 中 施 氏 假 单 胞 菌 的 催化 活力 更 高 ， 最 佳 产 酶 
诱导 剂 作 用 下 产物 转化 率 为 47.9%、 区 域 选 择 性 达 99%B9。 
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dos Santos ERIM — PPE AR HEE H (Streptomyces clavuligerus ) 可 作为 全 细胞 脂肪 酶 使 用 ， 
并 对 其 发 酵 条 件 、 酶 学 性 质 及 作为 生物 催化 剂 在 水 解 反应 和 酯 化 反应 中 的 应 用 潜力 进行 了 和 
究 ， 该 全 细胞 脂肪 酶 在 长 链 脂肪 酸 甘 油 酯 水 解 、 短 链 脂肪 酸 酯 化 和 洗涤 剂 配方 中 具有 较 大 的 
应 用 潜力 B7。 


2 ”基因 工程 全 细胞 脂肪 酶 


一 般 来 说 ， 野 生 型 全 细胞 脂肪 酶 的 表达 效率 普遍 较 低 、 反 应 类 型 较 少 、 反 应 活性 及 稳定 
性 较 差 , 因此 利用 基因 工程 技术 过 表达 性 能 优越 的 天 然 脂肪 酶 或 蛋白 质 工 程 改造 的 脂肪 酶 日 
益 成 为 全 细胞 脂肪 酶 的 主流 。 基 因 工 程 全 细胞 脂肪 酶 的 构建 主要 有 两 种 策略 ， 分 别 是 胞 内 表 
达 和 表面 展示 。 

2.4 胞 内 表达 

基于 胞 内 表达 的 基因 工程 全 细胞 脂肪 酶 就 是 在 合适 的 表达 宿主 细胞 内 活性 过 表达 性 能 
优越 的 脂肪 酶 ， 然 后 制备 成 全 细胞 生物 催化 剂 应 用 于 生物 转化 。 胞 内 表达 的 脂肪 酶 由 于 受到 
细胞 壁 和 细胞 膜 的 保护 , 作为 催化 剂 在 生物 转化 中 的 应 用 会 受到 细胞 渗透 性 的 限制 , 细胞 的 
透 化 处 理 可 解除 该 限制 ， 透 化 方法 主要 有 溶剂 处 理 CLER. ER. PE, LERS UD. 
KMP (Triton X-100, CTAB) 、 盐 处 理 (NaCl)、 冷 冻 解 冻 处 理 、 电 通 透 和 其 他 物理 
化 学 方法 (风干 、EDTA、 碱 ) 人 处理 等 B3]。 

Matsumoto 等 利用 酿酒 酵母 (Saccharomyces cerevisiae) MT8-1 作为 宿主 胞 内 活性 过 表 
达 米 根 霉 脂肪 酶 ROL, 最 高 全 细胞 脂肪 酶 活力 为 474.5 IU/L, 经 风干 透 化 处 理 后 用 于 催化 大 
豆油 制备 生物 柴油 ，165 h 后 甲 酯 得 率 为 71%B91]。Yan 等 在 毕 赤 酵母 (Pichia pastoris) GS115 
细胞 内 活性 过 表达 玻 棉 状 嗜 热 丝 孢 菌 C Thermomyces lanuginosus) 脂肪 酶 Tll， 其 水 解 活 力 是 
固定 化 TH 商品 酶 Lipozyme TLIM 的 2 倍 ， 对 短 链 醇 的 耐 受 性 明显 优 于 TLIM， 作 为 全 细胞 
生物 催化 剂 用 于 催化 废 亮 饪 油 制 备 生 物 柴 油 ，84 h 后 甲 酯 得 率 为 82%， 反 应 3 批 次 后 甲 酯 
得 率 为 78AN, 

Adachi 等 在 米 曲 霉菌 丝 体 内 活性 过 表达 南极 假 丝 酵母 〈Coandida antarctica) 脂肪 酶 
CALB， 固 定 化 重组 米 曲霉 菌 丝 体 作 为 全 细胞 脂肪 酶 用 于 两 步 法 制备 生物 柴油 ，6p 后 甲 酯 
得 率 超过 9096, 反应 20 批 次 后 酯 化 活力 没有 显著 性 损失 , 甲 酯 得 率 仍 可 维持 在 90% 以 上 ro。 
Amoah 554 E2K Hil 82 bal 22 (s pri PERE Ze IK EAT ERE Fusarium heterosporum) 脂肪 酶 FHL， 
固定 化 重组 米 曲霉 用 于 催化 高 磷脂 油脂 制备 生物 柴油 ， 优 化 制备 工艺 后 生物 柴油 得 率 超 过 
90%， 与 游离 脂肪 酶 相 比 ， 该 全 细胞 脂肪 酶 具有 良好 的 反应 稳定 性 中 ,4。 

Zha 等 在 大 肠 杆菌 (Escherichia coli) Top10 中 胞 内 活性 过 表达 防御 假 单 胞 菌 Pf-5 脂肪 
酶 LipA， 该 全 细胞 脂肪 酶 具有 优良 的 酶 学 性 质 B5]。 

2.2 ”表面 展示 
表面 展示 全 细胞 脂肪 酶 是 规避 细胞 渗透 性 限制 的 有 效 方法 , 经 简单 离心 、 冲 洗 后 即 可 直 


] 


Ea 
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接 作为 催化 剂 应 用 于 生物 转化 。 根据 表达 宿主 的 不 同 , 脂肪 酶 表面 展示 可 分 为 细菌 表 面 展示 
和 酵母 表面 展示 。 
2.2.1 细菌 表面 展示 

Pan 课题 组 利用 冰 核 蛋白 INP 作为 锚 定 蛋白 将 荧光 假 单 胞 菌 SIK W1 脂肪 酶 TliA 先后 展 
示 在 大 肠 杆 菌 JM109 和 恶臭 假 单 胞 菌 CP. putida) GM730 表面 ， 将 大 肠 杆 菌 表面 展示 系统 
应 用 于 TIA 随机 突变 文库 的 高 通 量 筛选 、 恶 臭 假 单 胞 菌 表面 展示 系统 应 用 于 三 个 典型 的 脂 
肪 酶 催化 反应 ， 即 橄榄 油水 解 、 三 酰基 甘油 合成 和 手 性 拆 分 中 , 匆 。Lee 课题 组 采用 外 膜 蛋 白 
OprF 作为 锚 定 蛋白 将 TliA 先后 展示 在 大 肠 杆菌 XL10-Gold 和 恶 具 假 单 胞 菌 KT2442 表面 ， 
并 将 这 两 种 表面 展示 系统 应 用 于 (+)-1- 茶 乙醇 的 手 性 拆 分 ， 与 大 肠 杆菌 表面 展示 系统 相 比 ， 
恶臭 假 单 胞 菌 表面 展示 系统 在 酶 活力 、 有 机 溶剂 耐 受 性 、 温 度 稳定 性 、 手 性 拆 分 能 力 等 方面 
表现 出 更 大 优势 中 49。 

Kim 等 采用 自转 运 蛋白 EstA 的 B8 肽 段 作 为 锚 定 基 序 将 溶血 葡萄 球菌 Staphylococcus 
haemolyticus) L62 脂肪 酶 展示 在 大 肠 杆 菌 BL21(DE3) 表 面 ， 并 应 用 于 橄榄 油 制备 生物 柴油 ， 
96 h Ja FH RE 38 7y 89.495071, B/N EAE PLZ HK BE Lpp-OmpA 为 锚 定 基 序 将 洋葱 伯 克 霍 尔 
德 菌 XYU-6 脂肪 酶 BCL 展示 在 大 肠 杆 菌 BL21(DE3) 表 面 ， 其 脂肪 酶 活力 是 野生 菌 的 3.9 倍 
[8l。 李 春 华 课题 组 以 超 折 肢 绿色 菊 光 蛋白 C 端 结构 域 sfGFP 为 锚 定 基 序 将 变形 杆菌 Proteus 
sp.) 脂肪 酶 LipA 成 功 展示 在 大 肠 杆菌 Rosetta Blue(DE3) 表 面 ， 表 现 出 优良 的 酶 学 性 质 和 较 
高 的 生物 柴油 转化 率 趾 ,50。 

陈 华 友 课 题 组 使 用 芽 胞 衣 壳 蛋白 CotB 作为 锚 定 蛋白 将 海 栖 热 袍 菌 (Thermotoga 
maritima) MSBS 脂肪 酶 Tm1350 展示 在 枯草 芽孢 杆 梢 (Bacillus subtilis) 的 芽孢 表面 ， 其 最 
适 温度 、 最 适 pH、 温 度 稳定 性 和 pH 稳定 性 均 高 于 游离 脂肪 酶 ， 并 且 表 现 出 良好 的 可 重用 
， 在 此 基础 上 系统 研究 了 不 同 连 接 肽 对 芽孢 表面 展示 脂肪 酶 活力 的 影响 65。Kim 利用 
rr 芽 胞 衣 壳 蛋白 CotE EZ fix E AD Sal hk SE POAT A Lip A 和 LipB J aN Ce E 2 f&l 

iA, LipB 的 展示 活力 高 于 LipA WERE, FRR LipB 对 有 机 溶剂 的 耐 受 
性 优 于 游离 Lipp, 
2.2.2 ”酵母 表面 展示 

自从 Washida 等 2001 年 首次 将 脂肪 酶 成 功 展示 在 酵母 细胞 以 来 史 ， 酵 母 表面 展示 日 益 
成 为 构建 全 细胞 脂肪 酶 的 主要 策略 。 纵 观 发 展 历程 , 脂肪 酶 的 酵母 表面 展示 系统 先后 经 历 了 
酿酒 酵母 表面 展示 系统 和 毕 赤 酵母 表面 展示 系统 ， 期 间 还 发 展 了 一 些 其 他 酵母 表面 展示 系 
统 。 由 于 毕 亦 酵母 的 诸多 优点 5 59， 脂 肪 酶 表面 展示 系统 近年 来 逐渐 形成 了 以 毕 亦 酵母 表面 
展示 系统 为 主 、 其 他 酵母 表面 展示 系统 为 辅 的 发 展 趋势 。 

Li 等 以 细胞 壁 蛋白 Sedlp 为 锚 定 蛋 白 将 米 根 霉 脂肪 酶 ROL 展示 在 毕 亦 酵母 GS115 表面 ， 
具有 较 宽 的 温度 和 pH 稳定 性 ， 最 适 温度 和 pH 分 别 为 40 CH 7.557, Moura 等 以 絮凝 素 蛋 
Fl Flo9 或 内 部 重复 蛋白 Pirl 为 锚 定 蛋白 将 南极 假 丝 酵 母 脂肪 酶 CALB 展示 在 毕 赤 酵母 X-33 


= 


È 


| 
BE 


表面 , 最 适 温度 和 pH 分 别 为 44 "CRI 7.0， 较 游离 脂肪 酶 具有 更 好 的 温度 稳定 性 和 有 机 溶剂 
ISENS, Wang 等 以 细胞 壁 蛋 白 GCW61 为 锚 定 和 蛋白 将 南极 假 丝 酵母 脂肪 酶 CALB 和 琉 水 
蛋白 SC3 或 HFBI 共 展 示 在 毕 赤 酵母 GS115 表面 ， 同 时 研究 了 疏 水 蛋白 对 共 展 示 CALB BE 
活力 的 影响 ， 结 果 表 明 HFBI 显著 性 增强 CALB 的 酶 活力 ， 而 SC3 显著 性 抑制 CALB 的 酶 
活力 591。 

ik BS DAWES RKE G Aga2-Agal 为 错 定 蛋 白 将 米 根 霍 脂 肪 酶 ROL 展示 在 酿酒 酵母 
EBY100 表面 ， 最 适 温度 和 pH 分 别 为 40 '‘C 和 7.5， 具 有 良好 的 稳定 性 和 有 机 溶剂 耐 受 性 ， 
海藻 酸 钠 固定 化 全 细胞 脂肪 酶 制备 生物 柴油 得 率 为 81.2%, 反应 7 批 次 后 转 酯 率 仍 保持 80% 
以 上 [6@0 。Yuzbasheva 等 以 细胞 壁 蛋 白 YIPirlp 7348 3E 7 A fe Hs Hb EK ERE. C Yarrowia 
lipolytica) 脂肪 酶 Lip2p 展示 在 解 脂 耶 氏 酵母 Polf 表面 ,与 游离 脂肪 酶 相 比 , 表面 展示 脂肪 
酶 表现 出 更 高 的 温度 稳定 性 、 有 机 溶剂 耐 受 性 和 表面 活性 剂 耐 受 性 , 作为 全 细胞 催化 剂 用 于 
一 制备 生物 上 某 油 ,第 一 轮 反 应 33ph 后 甲 酯 得 率 为 84.1%, 第 二 轮 反 应 45h 后 甲 酯 得 率 为 71%[61。 
T 间 云 君 课题 组 系统 研究 了 锚 定 蛋 白 、 连 接 序列 、 启 动 子 和 表达 宿主 对 脂肪 酶 表面 展示 的 
~ 影响 、 脂 肪 酶 表面 共 展示 及 展示 顺序 对 共 展 示 效 果 的 影响 、 酶 学 性 质 、 发 本 条 件 优化 及 作为 
催化 剂 在 生物 转化 中 的 应 用 , 他 们 在 脂肪 酶 的 酵母 表面 展示 方面 也 经 历 了 从 酿酒 酵母 表面 展 
示 系 统 到 毕 赤 酵母 表面 展示 系统 的 发 展 历程 (5% 55, 62-69]。 


3 展望 


虽然 与 游离 脂肪 酶 相 比 , 全 细胞 脂肪 酶 是 基于 细胞 的 复杂 酶 体系 , 其 他 酶 的 存在 使 其 众 
化 的 反应 容易 产生 副产品 、 催化 反应 时 细胞 载体 中 的 内 容 物 容易 泄漏 污染 终 产 品 ， 导 致 终 产 
品 中 杂质 较 多 ， 从 而 终 产 品 的 纯化 较 繁 玉 、 纯 化 成 本 较 高 ， 其 应 用 受到 很 大 的 限制 ， 但 是 全 
细胞 脂肪 酶 具有 制备 简单 、 无 需 蛋 白质 提取 纯化 、 天 然 固 定 化 、 稳 定性 及 抗 逆 性 良好 、 可 重 
复 利用 等 优点 , 在 生物 转化 中 的 使 用 被 誉 为 是 降低 工业 成 本 的 最 有 前 景 的 方法 之 一 , 一直 是 
受到 脂肪 酶 研究 人 员 的 青睐 。 迄 今 为 止 ， 关于 全 细胞 脂肪 酶 已 开展 了 大 量 的 研究 ， 并 取得 了 
丰硕 的 研究 成 果 , 但 是 在 天 然 全 细胞 脂肪 酶 资源 的 挖掘 、 胞 内 表达 全 细胞 脂肪 酶 的 构建 、 表 
面 展 示 全 细胞 脂肪 酶 的 构建 、 生 物 转化 领域 的 应 用 等 方向 仍 需 开展 大 量 而 深入 的 研究 ， 具体 
研究 内 容 展 望 见 表 2。 


表 2 全 细胞 脂肪 酶 的 未 来 研究 方向 
Table2 Future research directions of whole-cell lipases 


Research directions Research contents 


天 然 全 细胞 脂肪 酶 资源 的 挖掘 ”极端 环境 中 筛选 具有 优 展 酶 学 性 质 的 天 然 全 细胞 脂肪 酶 

胞 内 表达 全 细胞 脂肪 酶 的 构建 ”宿主 资源 的 挖掘 、 脂 肪 酶 基因 资源 的 挖掘 、 表 达 载 体 的 优化 构建 、 
细胞 透 化 技术 的 开发 

表面 展示 全 细胞 脂肪 酶 的 构建 ”宿主 资源 的 挖掘 、 锚 定 蛋 白 的 开发 、 连 接 肽 的 影响 、 多 蛋白 
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技术 的 开发 、 展 示 载 体 的 优化 构建 


生物 转化 领域 的 应 用 反应 类 型 的 拓展 及 其 反应 条 件 的 优化 
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Abstract Lipases being important industrial enzyme, which have been widely used in many 
industrial fields. Compared with free lipases and physical or chemical immobilized lipases, 
whole-cell lipases have the advantages of simple preparation, no protein extraction and 
purification, natural immobilization, better stability and resistance, low cost of preparation and 
equipment, etc. Therefore, the utilization of lipases in the form of whole-cell is known as one of 
the most promising ways to reduce the cost of biotransformation. The study on whole-cell lipases 
has always been a hot spot in the lipase field. In this paper, the research advances in whole-cell 
lipases, including the wild-type whole-cell lipases and the gene engineered whole-cell lipases, 
were summarized and reviewed. Furthermore, the future research directions of whole-cell lipases 
were prospected so as to provide a useful reference for the follow-up studies. 
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